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Riassunto 
L’FSD (malattia da accumulo intraepatico di fibrinogeno) è una rara 
malattia caratterizzata da bassi livelli di fibrinogeno plasmatico e 
danno epatico da accumulo di fibrinogeno all’interno degli epatociti.  
La malattia si traduce in una vasta gamma di lesioni al fegato: da 
danni lievi a gravi e precoci alterazioni strutturali del parenchima 
epatico che portano a cirrosi nell’età adulta(1).  
L’FSD appartiene ai disturbi di accumulo nel reticolo endoplasmatico 
ruvido, un gruppo di errori congeniti del metabolismo con alterazione 
delle proteine secretorie che si concretizzano con accumulo epatico e 
deficit plasmatico di queste proteine. 
L’accumulo negli epatociti è il risultato di alterazioni molecolari 
geneticamente determinate che ostacolano la traslocazione di queste 
proteine anomale dal reticolo endoplasmatico ruvido a quello liscio. 
Lo scopo del nostro studio è stato quello di descrivere due nuovi casi 
di FSD e, in particolare l’identificazione di una nuova mutazione 
patogenetica in uno dei due pazienti.  
Il primo caso concerne una bambina giunta presso il nostro 
ambulatorio per il sospetto di malattia celiaca, in seguito confermata 
dallo screening sierologico e dalla biopsia duodenale. Durante la fase 
diagnostica abbiamo anche riscontrato un’ipertransaminasemia 
associata a ipofibrinogenemia. La ricerca di mutazioni del gene che 
codifica per il fibrinogeno ha permesso di individuare una nuova 
mutazione sulla catena gamma del fibrinogeno (Ɣ 316 AspAsn), non 
precedentemente descritta in letteratura. Poiché la nomenclatura 
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concernente le mutazioni del fibrinogeno suggerisce che queste 
vengano identificate con il nome della città in cui sono individuate, la 
mutazione Ɣ 316 AspAsn è stata ufficialmente denominata come 
“Fibrinogeno Pisa”. 
Il secondo caso clinico è quello di un bambino giunto presso il nostro 
ambulatorio a causa di ecchimosi agli avanbracci. Tra gli esami 
effettuati abbiamo riscontrato ipofibrinogenemia e 
ipertransaminasemia. Anche in questo caso, a causa del persistere 
delle alterazioni dei valori ematici e nel sospetto di disfibrinogenemia, il 
bambino è stato sottoposto ad analisi genetica che ha rilevato una 
mutazione già nota in letteratura (ɣ 375ArgTrp) e denominata 
“Fibrinogeno Aguadilla”.  
Entrambi i pazienti sono stati sottoposti a biopsia epatica per valutare 
l’entità del danno. L’esame ha messo in evidenza l’accumulo di 
fibrinogeno intraepatico responsabile dell’ipofibrinogenemia e del 
danno parenchimale. 
Il nostro lavoro descrive due nuovi casi di questa rara condizione 
caratterizzata da accumulo intraepatocitario e bassi livelli plasmatici di 
fibrinogeno secondario a mutazioni del gene FGG, che codifica per la 
catena gamma e in particolare descrive una nuova mutazione 
patogenetica identificata come “Fibrinogeno Pisa”. 
 
 
 
 
6 
 
1. Introduzione 
 
1.1 Struttura e funzione del fibrinogeno 
  
Il fibrinogeno, noto anche come fattore I della coagulazione, è una 
glicoproteina di 340 kDa che partecipa all’emostasi. Essa svolge due 
ruoli importanti: funge da proteina di adesione essenziale per 
l’aggregazione piastrinica e viene convertita, dalla trombina, nella sua 
forma insolubile alla fine della cascata di eventi che portano alla 
coagulazione (Figura 1). Il fibrinogeno rappresenta inoltre, insieme a 
molte altre, una proteina della fase acuta dell’infiammazione (tabella 
1). 
 
 
Globuli rossi 
 
 
 
Coagulo di 
fibrina 
 
 
 
Piastrine 
 
 
 
 
(Figura 1) 
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PROTEINE DELLA FASE ACUTA 
 
 
FUNZIONE IMMUNOLOGICA 
Proteina C-reattiva Opsonina nei confronti dei patogeni 
Amiloide sierica P Opsonina  
Amiloide sierica A 
• Reclutamento delle cellule 
immunitarie nei siti di infiammazione 
• Induzione della degradazione 
enzimatica della matrice 
extracellulare 
Sistema del complemento 
• Opsonizzazione, lisi e aggregazione 
delle cellule bersaglio 
• Chemiotassi 
Proteina legante il mannosio 
Attivazione del complemento mediante la 
via lectinica 
 
Fibrinogeno, protrombina, fattore VIII, 
fattore di von Willebrand 
Fattori della coagulazione coinvolti 
nell'intrappolamento dei patogeni in trombi; 
alcuni sono coinvolti nella chemiotassi 
 
Plasminogeno Degradazione dei trombi  
Alfa2-macroglobulina 
• Inibizione della trombina e quindi 
della coagulazione 
• Inibizione della plasmina e quindi 
della fibrinolisi 
Ferritina 
Inibizione dell'uptake di ferro da parte dei 
patogeni 
 
Epcidina 
Stimolazione dell'internalizzazione della 
ferroportina con inibizione del rilascio di 
ferro da parte della ferritina contenuta negli 
enterociti e nei macrofagi 
Ceruloplasmina 
Ossidazione del ferro con inibizione 
dell'uptake di ferro da parte dei patogeni e 
facilitazione del legame dello stesso ione 
con la ferritina 
Aptoglobina Lega l'emoglobina inibendo l'uptake di ferro da parte dei patogeni 
Alfa 1-glicoproteina acida Carrier per steroidi 
Alfa 1-antitripsina Serpina che inibisce l'infiammazione  
Alfa1-antichimotripsina Serpina che inibisce l'infiammazione 
(Tabella 1) 
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1.1.1 Ruolo del fibrinogeno nel processo della coagulazione 
 
L’emostasi è un fenomeno finemente regolato che porta all’arresto del 
sanguinamento dopo una lesione vascolare (Figura 2), questo 
fenomeno consiste in una cascata di eventi il cui risultato finale è il 
tamponamento della lesione grazie alla formazione del coagulo 
sanguigno. Il fibrinogeno agisce nella parte finale della cascata della 
coagulazione. Esso è il precursore della fibrina che, formando un 
reticolo, dà origine al coagulo. La molecola di fibrinogeno è tagliata in 
punti specifici ad opera della trombina e ciò determina la formazione 
della fibrina(2),(3).  
 
 
(Figura 2)(4) Emostasi normale.  
A. dopo il danno vascolare, fattori neuroumorali locali inducono una vasocostrizione 
transitoria. B. Mediante recettori della glicoproteina Ib (GpIb), le piastrine si legano al 
fattore di von Willebrand (vWF) sulla matrice extracellulare esposta (ECM) e sono attivate, 
subendo modificazioni morfologiche e rilasciando il contenuto dei granuli. L’adenosina 
difosfato (ADP) e il trombossano A2 (TxA2) secreti inducono un’ulteriore aggregazione 
piastrinica attraverso il legame dei recettori GpIIb-IIIa piastrinici con il fibrinogeno per 
formare il tappo emostatico primario. C. L’attivazione locale della cascata della 
coagulazione (che coinvolge il fattore tissutale e i fosfolipidi piastrinici) porta alla 
polimerizzazione della fibrina, “cementando” le piastrine in un definitivo tappo emostatico 
secondario. D. I meccanismi di controregolazione mediati dall’attivatore tissutale del 
plasminogeno (t-PA, un prodotto fibrinolitico) e dalla trombomodulina limitano il processo 
emostatico alla sede della lesione. 
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 Processo della coagulazione in breve: 
• Il processo di coagulazione (Figura 3) inizia quando l’endotelio di 
un vaso sanguigno è danneggiato e il tessuto connettivo 
contenuto nella parete del vaso viene esposto al sangue, dopo la 
lesione iniziale vi è un breve periodo in cui vi è vasocostrizione 
arteriolare, mediata da meccanismi riflessi neurogeni e 
sostenuta dalla secrezione locale di fattori come l’endotelina. La 
vasocostrizione è transitoria e l’emorragia riprenderebbe se non 
fossero attivate le piastrine e i sistemi della coagulazione.  Le 
piastrine aderiscono alle fibre collagene del tessuto connettivo e 
rilasciano una sostanza che rende adesive le piastrine vicine. 
• Le piastrine formano una sorta di tappo che costituisce una 
protezione temporanea contro le perdite di sangue. 
• Nella fase successiva questo sigillo è rinforzato da un coagulo di 
fibrina. La fibrina si forma attraverso un processo a cascata: 
fattori di coagulazione rilasciati dalle piastrine del tappo o dalle 
cellule danneggiate si mescolano con i fattori di coagulazione 
presenti nel plasma, formando complessivamente un attivatore 
che converte una proteina plasmatica, la protrombina, nella sua 
forma attiva, la trombina. Quest’ultima è un enzima che catalizza 
la tappa finale del processo di coagulazione, ossia la 
conversione del fibrinogeno in fibrina. I filamenti di fibrina si 
intrecciano creando una rete di fibrina, gli aggregati piastrinici 
formano un solido tappo permanente che impedisce ogni 
ulteriore sanguinamento. 
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• Nella fase finale entrano in azione meccanismi controregolatori 
(ad es. attivatore tissutale del plasminogeno) per circoscrivere il 
tappo emostatico alla sola sede della lesione(5). 
(Figura 3) 
 
1.1.2 Ruolo del fibrinogeno nella risposta alla fase acuta 
dell’infiammazione 
 
Durante la risposta alla fase acuta dell’infiammazione, si verifica un 
notevole incremento della concentrazione plasmatica di fibrinogeno. 
Per infiammazione acuta s’intende la risposta locale dei tessuti nei 
confronti di ferite ed infezioni che minacciano l’integrità dell’organismo. 
La risposta alla fase acuta è un fenomeno più ampio, che comprende 
un gran numero di alterazioni sistemiche e metaboliche che 
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avvengono nei giorni immediatamente successivi al trauma o 
all’infezione che causa l’infiammazione. Il fine della risposta alla fase 
acuta può essere assimilato a quello della risposta infiammatoria (che 
è però un fenomeno locale), poiché entrambi tendono al contenimento 
o alla distruzione degli agenti infettivi, alla rimozione del tessuto 
danneggiato e alla riparazione dell’organo. 
Il fegato sembra essere l’organo maggiormente implicato nella risposta 
alla fase acuta: persino il suo peso aumenta significativamente 
durante i primi giorni dopo l’infezione. 
 
Il fibrinogeno, espresso quasi esclusivamente dagli epatociti, fa parte 
delle proteine della risposta alla fase acuta: i suoi livelli di espressione 
subiscono, infatti, un incremento di 2-4 volte durante la fase acuta 
della flogosi. Il meccanismo molecolare per cui si assiste a questo 
incremento della concentrazione plasmatica del fibrinogeno non è 
stato ancora completamente delineato. Sul luogo della lesione, le 
cellule endoteliali ed i macrofagi sintetizzano l’attivatore del 
plasminogeno, che determina la trasformazione del plasminogeno in 
plasmina. Questo enzima degrada fibrinogeno e fibrina in frammenti 
che stimolano i monociti e i macrofagi presenti sul posto a produrre 
interleukina 6 (IL-6), che a sua volta raggiunge il fegato tramite la 
circolazione sanguigna(6). Giunta a destinazione induce le cellule 
epatiche a sintetizzare fibrinogeno, che viene secreto nel torrente 
circolatorio(7),(8). 
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1.1.3 Struttura della proteina e organizzazione genomica 
 
Il fibrinogeno è sintetizzato e secreto dalle cellule parenchimali del 
fegato(9) e circola nel plasma sia come proteina solubile sia come 
deposito nei granuli α delle piastrine. La concentrazione plasmatica 
media del fibrinogeno è di circa 1.5–3.5 g/L e l’emivita è di circa 4 
giorni(10). Dal punto di vista molecolare, il fibrinogeno è un esamero 
composto da due serie di tre catene polipeptidiche omologhe (Aα, Bβ 
e ɣ) che sono rispettivamente codificate dai geni FGA, FGB e FGG 
localizzati in posizioni adiacenti all’interno di una regione di 50-
kilobase (kb) sul braccio lungo del cromosoma 4 (q28-q31)(11),(12) 
(Figura 4). Il gene per la catena Aα si trova in posizione centrale ed è 
fiancheggiato da una parte e dall’altra dai geni per le catene βΒ e ɣ. I 
geni per le catene Aα e ɣ sono trascritti in direzione contraria a quelli 
del gene per la catena βΒ. Le lettere A e B si riferiscono alla presenza, 
nella regione N-terminale delle catene α e β, di due corti peptidi (corte 
sequenze aminoacidiche), denominate rispettivamente fibrinopeptide 
A e fibrinopeptide B. Tali sequenze sono rimosse durante l’attivazione 
del fibrinogeno da parte della trombina, una proteasi che riconosce e 
taglia specificamente a livello dei fibrinopeptidi A e B, rilasciando le 
catene α e β(13),(14). Le sei catene si assemblano a costituire un 
esamero mediante un complicato processo del quale ancora non si 
conoscono perfettamente i dettagli molecolari. Una volta assemblato, il 
fibrinogeno è una molecola di forma vagamente bastoncellare.  
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(Figura 4) 
  
 
• L’FGA è un gene di 7,5 kb ed è costituito da 6 esoni e 5 introni, 
produce 2 isoforme di trascritto per splicing alternativo (A ed E): 
l’isoforma A, che costituisce il 99% del trascritto, viene codificata 
dagli esoni 1-5 e l’isoforma E prodotta dall’aggiunta di 236 
amminoacidi codificati nell’esone 6. 
 
• L’FGB è costituito da 8 esoni e 7 introni, ha un peso di 8 Kb e 
codifica per una proteina di 461 aminoacidi(15). 
 
• L’FGG è gene di 8,5 Kb formato da 10 esoni e 9 introni(15) e codifica 
per una proteina di 411 aminoacidi. La catena c esiste in 2 isoforme 
prodotte per splicing alternativo (c e c¢): l’isoforma c¢ costituisce 
circa il 15% e contiene un sito aggiuntivo di legame per la trombina 
e per il fattore XIII. 
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 La struttura esamerica tridimensionale del fibrinogeno è caratterizzata 
da una regione centrale (frammento E, contenente l'N-terminale di 
ciascuna catena) e due regioni laterali globulari (frammento D, 
contenente il C-terminale delle catene Bβ e ɣ), nelle figure 5 e 6 si può 
notare la complessità della struttura della molecola del fibrinogeno. 
 
(Figura 5)(16-18) 
A. Rappresentazione schematica della molecola del fibrinogeno nello stato ripiegato e 
aperto. La molecola è vincolata alla parte C-terminale di una catena ɣ (ɣIle394), e la forza 
meccanica (f) viene applicata alla parte C-terminale dell’altra catena ɣ (gGly395).  
 
B. Dettagli strutturali che mostrano il nodulo centrale, i ɣ-noduli, i β-noduli, gli anelli 
disolfuro, e i siti di legame ɣ-ɣ Le dimensioni sono mostrate come nella struttura cristallina 
compatta, e le lunghezze del profilo dei vari elementi strutturali sono riportate nello stato 
completamente spiegato assumendo una lunghezza per residuo di 0,38 nm. 
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(Figura 6)(9) 
 
1.1.4 Assemblaggio del fibrinogeno 
 
L’assemblaggio del fibrinogeno è un processo graduale: i dimeri Aα-ɣ 
e Bβ-ɣ sono prodotti inizialmente, successivamente viene aggiunta la 
terza catena e la semi-molecola Aα-Bβ-ɣ dimerizza per formare il 
fibrinogeno esamerico(19). 
L'assemblaggio avviene rapidamente nel reticolo endoplasmatico (RE) 
con l'aiuto di proteine chaperon che funzionano come proteine leganti, 
in questo processo rivestono un ruolo importante la proteina 94 
glucosio-regolata (Grp94), la proteina disolfuro isomerasi e la 
calnexina(20),(21). La glicosilazione inizia nel reticolo endoplasmatico sui 
residui singoli di asparagina, sul residuo 364 nella catena Bβ, e sul 52 
nella catena ɣ. Dopo la maturazione degli oligosaccaridi N-terminali, 
l’idrossilazione, la solfatazione e la fosforilazione di specifiche catene 
laterali tramite la rete di Golgi, la proteina matura è secreta nella 
circolazione(19). 
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Il fibrinogeno deve essere trasformato in fibrina e a questo proposito è 
fondamentale la funzione della trombina che media il meccanismo 
proteolitico che porta alla scissione del fibrinogeno e alla produzione  
dei monomeri di fibrina. Questa proteolisi trombino-mediata determina 
il rilascio dei frammenti A e B, anche noti come fibrino-peptidi, con 
conseguente formazione dei monomeri di fibrina che, in seguito, 
andranno incontro a polimerizzazione (Figura 7). 
 
(Figura 7)(9) 
Rappresentazione schematica della conversione del fibrinogeno in coagulo di fibrina 
mediato dalla trombina. La trombina stacca il fibrinopeptide A (amminoacidi 1-16 della 
catena Aα) e in seguito il fibrinopeptide B (amminoacidi 1-14 della catena Bβ) portando 
alla formazione dei monomeri di fibrina. I monomeri di fibrina vanno incontro ad auto-
assemblamento così da formare le protofibrille. La formazione delle protofibrille è regolata 
della trombina che determina l'interazione  del sito “a” sul dominio E con il sito “A” sul D-
dominio. Le protofibrille vengono poi raggruppate in fibre di fibrina attraverso l'interazione 
del sito 'b' sul dominio E con il sito 'B'  che si trova sul dominio D (vedi Figura 8a e 8b). 
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(Figura 8a)(9) 
 
 
 
 
(Figura 8b)(9) 
 
 
 
Il fibrinogeno interviene sia nell’emostasi primaria favorendo l’adesione 
e l’aggregazione delle piastrine alla parete vasale, dopo l’esposizione 
del collagene sotto endoteliale, sia nell’emostasi secondaria dopo 
l’attivazione della cascata coagulativa. 
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1.2 Incidenza delle patologie del fibrinogeno 
 
L’incidenza stimata dell’afibrinogenemia è 1:1.000.000(10) ma esistono 
delle variazioni geografiche di prevalenza che indicano una maggiore 
incidenza tra i nati da genitori consanguinei di discendenza dalle 
popolazioni mussulmane.  
 
Una buona percentuale di pazienti affetti da disfibrinogenemia, circa il 
40%, non manifesta alcun tipo di sintomo e per questo non è semplice 
capire qual è la reale incidenza della malattia che per questi motivi 
rimane sotto diagnosticata. 
 
1.3 Ereditarieta’ 
 
• Afibrinogenemia 
L’afibrinogenemia è una patologia rara trasmessa con carattere 
autosomico recessivo a penetranza incompleta (AR) e colpisce 
uomini e donne in ugual misura(22). La maggior parte delle 
mutazioni sono presenti nel gene FGA, non è escluso trovarle 
anche negli altri due geni. Per lo più le mutazioni sono delezioni, 
frameshift, mutazioni nonsenso o mutazioni del sito di splicing. 
Nei disturbi recessivi, la malattia non si manifesta a  meno che 
una persona non erediti lo stesso gene difettoso, per lo stesso 
tratto del gene, da ciascun genitore. Se una persona riceve un 
gene normale e un gene mutato sarà soltanto portatore della 
malattia e solitamente non mostrerà sintomi. Il rischio di 
trasmettere la malattia ai figli, se entrambi i genitori sono 
portatori della stessa malattia recessiva, è del 25%. Il 50% dei 
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figli rischia di essere portatore della malattia e in genere non 
mostrerà sintomi del disturbo, il 25% dei figli riceverà entrambi i 
geni normali, uno da ciascun genitore, e sarà geneticamente 
normale (per quel particolare tratto) (Figura 9). Il rischio è lo 
stesso per ogni gravidanza. 
          (Figura 9) 
 
• Disfibrinogenemia 
Sono note circa 300 anomalie(23) che possono essere ereditate 
sia con carattere autosomico recessivo (AR) che autosomico 
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dominante (AD), un terzo di queste sono ereditate come AD. Tali 
mutazioni sono per lo più associate a mutazioni missenso che 
alterano la struttura e la funzione del fibrinogeno. La 
disfibrinogenemia e le manifestazioni trombotiche sono più 
frequenti nel sesso femminile perché il rischio di trombosi è 
associato alla gravidanza e al periodo post partum.  
 
Nel complesso sono note:  
 180 mutazioni del gene FGA; 
 27 mutazioni del gene FGB; 
 75 mutazioni del gene FGG(24). 
 
L’identificazione delle singole mutazioni ha permesso di individuare 
l’esistenza di un nesso tra genetica e clinica. Ad esempio: la presenza 
di fibrinogeno Bremen (α 17GlyVal) è associato ad una clinica 
emorragica ed ad un ritardo della cicatrizzazione delle ferite; la 
presenza di fibrinogeno Bern IV e Milano XI (α 16ArgHis) è 
associata ad una sintomatologia emorragica lieve.  
Il 65% dei portatori con mutazioni sul gene FGG sono sintomatici, solo 
il 5% ha una storia di diatesi emorragica e il 30% ha avuto episodi di 
trombosi(9).  
  
1.4 Alterazioni del fibrinogeno 
 
Le mutazioni sono state trovate su tutti i geni della catena fibrinogeno, 
quelle della catena Aα sono le più frequenti e sono responsabili 
dell’afibrinogenemia con quadri clinici differenti a seconda che il 
paziente sia eterozigote o omozigote e da eventuali mutazioni 
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confondenti(25). Tutte le condizioni acquisite, che possono determinare 
un quadro compatibile con una alterazione del fibrinogeno, devono 
essere attentamente escluse nell’iter diagnostico(26). 
Sono note 3 differenti patologie congenite correlate alle alterazioni del 
fibrinogeno(27): 
 
1. Afibrinogenemia:   
si tratta di una malattia congenita rara caratterizzata da livelli di 
fibrinogeno plasmatico indosabili(28), sono stati descritti alcune 
centinaia di casi e la causa della malattia è da ricercare nella 
mancata sintesi su basa congenita di fibrina. Fenotipicamente la 
malattia si presenta solo allo stato di omozigosi mentre gli 
eterozigoti presentano ipofibrinogenemia. Mentre le basi 
genetiche delle disfibrinogenemie sono note da tempo, le basi 
molecolari dell’afibrinogenemia sono rimaste per lungo tempo 
inesplorate, nonostante la prima descrizione della malattia 
risalga al 1920.  
La prima alterazione genetica alla base dell’afibrinogenemia fu 
identificata solo nel 1999. Si tratta di un’estesa delezione in 
omozigosi di circa 11 kb coinvolgente la quasi totalità del gene 
FGA. Dopo questa prima mutazione, furono identificate negli 
anni successivi numerose altre mutazioni, per lo più puntiformi, 
quali causa di afibrinogenemia. Da un lato si può notare la 
elevata eterogeneità allelica dell’afibrinogenemia, e dall’altro la 
netta prevalenza di mutazioni nelle catene αA e βB (Figura 10). 
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(Figura 10) 
Alcune mutazioni identificate nei tre geni del fibrinogeno quale causa di afibrinogenemia. I 
numeri all’interno dei rettangoli si riferiscono agli esoni.
2. Ipofibrinogenemia:
si tratta di una malattia congenita caratterizzata dalla presenza di
ridotti livelli di fibrinogeno rispetto ai valori normali definiti dai
singoli laboratori(28).
3. Disfibrinogenemia:
si tratta di una malattia congenita caratterizzata da anomalie
strutturali della molecola del fibrinogeno con conseguente
alterazione delle proprietà funzionali(29).
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1.5 Genetica delle mutazioni 
 
Le basi genetiche di queste patologie sono rappresentate da mutazioni 
che interessano i tre geni del fibrinogeno(25). Finora, più di 150 difetti 
genetici sono stati segnalati come causa di ipofibrinogenemia o di 
afibrinogenemia(24),(30) ma solo 5 mutazioni, tutte situate negli esoni 8 e 
9 del gene FGG, hanno mostrato, da studi istologici e ultrastrutturali, di 
causare l'accumulo di fibrinogeno all’interno del reticolo 
endoplasmatico epatocellulare (malattia da accumulo fibrinogeno, 
FSD)(31),(32) in portatori eterozigoti(33-36). Questa malattia è associata 
alla mutazione del gene FGG che codifica per la catena gamma del 
fibrinogeno ed è il risultato di una malattia ereditaria con 
ipofibrinogenemia, accumulo epatico di fibrinogeno e malattia epatica 
cronica(33).  
L’accumulo di fibrinogeno del fegato mima quello che si può osservare 
nel deficit dell’α1 antitripsina, il prototipo delle malattie da accumulo 
nel reticolo endoplasmatico(37),(38). 
Anche se la carenza di fibrinogeno è tradizionalmente considerata un 
disturbo della coagulazione, alcuni rari pazienti con ipofibrinogenemia 
possono mostrare un’ereditaria amiloidosi renale(39) o accumulo di 
fibrinogeno con inclusioni negli epatociti e conseguente malattie del 
fegato(33-36),(40). I meccanismi molecolari alla base di queste due 
condizioni sono differenti, ma in entrambi i casi si basano sulla 
presenza di mutazioni situate in determinate e relativamente piccole 
aree, della molecola esamerica del fibrinogeno. In particolare, le 
mutazioni che interessano una piccola regione della porzione C-
terminale della catena Aα alterano il ripiegamento nativo dei peptidi di 
degradazione della catena Aα circolante in modo che spontaneamente 
si aggregano in fibrille amiloidi nel rene(39).  
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Nel caso dell’FSD le mutazioni sembrano raggrupparsi specificamente 
in una regione delle catene ɣ, tra i residui 284 e 375. Le ragioni per cui 
queste mutazioni dovrebbero causano FSD sono ancora sconosciute. 
I moduli delle catene ɣ formano una struttura globulare composta da 
tre domini indipendenti (ripiegati):  
• il dominio N-terminale (residui ɣ 143-191); 
• il dominio centrale (residui ɣ 192-286); 
• il dominio C-terminale (residui ɣ 287-411)(16),(41).  
Nel modulo della catena ɣ è presente una proteina insolitamente 
collocata che si trova nel dominio centrale, il dominio centrale è 
formato dall'inserimento dei residui 381-390 dal dominio C-terminale 
(Figura 11). Questa caratteristica è evocativa della struttura degli 
inibitori della serina proteasi (Serpine) nelle loro forme non-inibitorie.  
(Figura 11)  
 
In particolare, nella loro forma nativa attiva, queste proteine si 
ripiegano nel core del dominio centrale su un β foglietto principale che 
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supporta un dispositivo mobile esposto che è il reactive centre loop 
(RCL), in questo modo esibiscono “l’esca" per la proteasi bersaglio.  
A seguito dello sfaldamento da parte delle proteasi, l’RCL è 
incorporato come un sesto filamento nel centro dell’ex quinto filamento 
del foglietto beta antiparallelo. 
Di conseguenza, la proteasi, legata covalentemente all’RCL, viene 
spinta contro la serpina con conseguente inibizione enzimatica da 
distorsione del sito attivo(42). 
  
Analogamente all’ RCL nella serpina, il β-filamento del modulo γ del 
fibrinogeno può essere funzionalmente importante e alcune delle 
funzioni del modulo γ potrebbero essere effettuate mediante il suo 
inserimento-rimozione dal β foglietto centrale.  
La rimozione del β-filamento, infatti, lascerebbe partecipare la 
porzione C-terminale della catena γ a legami γ-γ e interagire con 
alcune proteine(43). Yakovlev e collaboratori [2000] hanno dimostrato 
che, anche se gli inserimenti dei β-filamenti aumentano la stabilità 
complessiva del  -modulo γ, la loro assenza non impedisce la piega 
nativa. In questo modo, il β-filamento può essere estratto dal dominio 
centrale del fibrinogeno senza distruggere la sua struttura compatta 
(un meccanismo che è stato chiamato "pull-out"). 
Il dominio γ è particolarmente importante per le funzioni del 
fibrinogeno, esso contiene siti che sono necessari per il montaggio 
della fibrina e della fibrinolisi (un importante sito di polimerizzazione, 
due siti cross-linking per il fattore XIIIa, un sito di legame per il Ca2+ e 
un sito di legame per il tpa), nonché per la risposta infiammatoria 
fibrinogeno dipendente (ci sono siti di legame per le piastrine, per i 
leucociti e siti per lo Staphylococcus aureus)(44-50). In particolare, il 
dominio C-terminale sembra essere particolarmente flessibile e varie 
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osservazioni suggeriscono che può subire cambiamenti 
conformazionali su interazione del fibrinogeno con i suoi recettori o in 
seguito alla conversione del fibrinogeno in fibrina(43),(51),(52). L'ipotesi 
"pull-out" offre da un lato un suggerimento elegante per cercare il 
meccanismo molecolare, sottolineando questi cambiamenti 
conformazionali, dall'altro può suggerire una possibile spiegazione per 
le mutazioni che causano FSD.  
Le Serpine sono note per formare polimeri dopo blando trattamento 
con calore o con denaturanti chimici, dopo ripiegamento da corpi di 
inclusione o per la presenza di mutazioni missenso specifiche. Il 
meccanismo di tale polimerizzazione non è ancora del tutto rivelato, 
ma comporta uno scambio di domini tra molecole, che include 
l'interazione dell’RCL di una molecola con il β-foglietto di un'altra(53),(54).  
 
Analogamente, i corpi di inclusione visti in FSD potrebbero essere 
formati da polimeri di fibrinogeno creati per lo scambio di un dominio 
tra le molecole del fibrinogeno. Le perturbazioni relative alle mutazioni 
FSD, che influenzano la stabilità del β-foglietto centrale, potrebbero 
essere la causa dell'inserimento del β-filamento e anche della 
formazione dei polimeri: direttamente, attraverso l’incorporazione di un 
β-filamento in una molecola vicina o attraverso la porzione C-terminale 
esposta. Un meccanismo comune spiegherebbe la somiglianza tra i 
corpi inclusi prodotti da tutte e cinque le differenti mutazioni. 
 
L'effetto della mutazione ɣ 316AspAsn sul β-foglietto centrale può 
operare attraverso la perturbazione del primo β-filamento (residui ɣ 
189-197): rompere i legami-H, nei quali Asp316 è coinvolto, soprattutto 
quelle con Trp208, destabilizzerà la serie di legami che collegano il 
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sito di legame del Ca2+ e la parte centrale del β-foglietto. Questa 
ipotesi dovrebbe spiegare così la mutazione Al Du Point(34).  
 
L'effetto della mutazione ɣ 366GlySer destabilizza il β-foglietto 
centrale in modo diverso. Quando è mutato a Ser, il residuo 366 
interferisce con Ile367 (un aminoacido denominato "shutter" nelle 
Serpine) su cui il β-foglietto centrale si fissa. Come nelle Serpine, le 
mutazioni che perturbano questo sistema favorirebbero lo scorrimento 
del β-foglietto centrale, portando alla polimerizzazione delle proteine .  
 
Le mutazioni Aguadilla e Angers potrebbero avere un effetto simile. 
 
L'altra mutazione che causa FSD, ɣ 284GlyArg, si pensa che 
abbia un effetto diretto sul filamento più a destra del β-foglietto 
centrale.  
 
Nel tentativo di trovare effettori supplementari di FSD, grazie alla 
somiglianza con le Serpine e al fatto che un documento pubblicato di 
recente ha scoperto che i coaguli di fibrina tengono fortemente legata 
l’α1-antitripsina(55), abbiamo ipotizzato che l’α1-antitripsina e il 
fibrinogeno potrebbero interagire nel reticolo endoplasmatico 
causando la loro cross-polimerizzazione. Tuttavia, non siamo stati in 
grado di registrare alcun segnale utilizzando anticorpi anti-α1-
antitripsina negli epatociti di un paziente inglese, l'unico che poteva 
essere analizzato (dati non riportati). 
 
Ad oggi, solo 12 famiglie con FSD, per un totale di 34 soggetti 
caratterizzati, sono stati descritti in letteratura(40). Per tre di queste 
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famiglie la mutazione specifica responsabile della FSD non è stata 
descritta, tutti gli altri portatori della mutazione responsabile 
dell’ipofibrinogenemia hanno mostrato un’estrema variabilità nella 
gravità del danno epatico: in alcuni soggetti sono stati riscontrati segni 
lievi di malattia epatica, in altri segni di fibrosi epatica grave o cirrosi 
anche in età precoce(56).  
Molte ipotesi sono state avanzate per spiegare questo fenomeno. Per 
esempio, l'osservazione che l’FSD può insorgere indipendentemente 
dall’ipofibrinogenemia ha suggerito che la condizione possa verificarsi 
come evento secondario all'assunzione di xenobiotici (es terapia 
estrogenica, abuso di alcool), ad infezioni virali acute o croniche, o 
anche al cancro(57-60). 
 
Le infezioni virali acute appaiono particolarmente interessanti in 
quanto possono costituire un trigger specifico per l’accumulo di 
fibrinogeno negli epatociti, nella fase acuta della risposta infiammatoria 
si ha un rapido aumento dei livelli plasmatici di un certo numero di 
proteine derivate dal fegato tra cui il fibrinogeno, lo scopo di queste 
proteine è innescare la risposta al danno e alle infezioni(61),(62). Quindi, 
si può ipotizzare che, quando una malattia infettiva stimola la risposta 
infiammatoria, l'aumentata produzione di fibrinogeno può innescare 
l'accumulo negli epatociti in portatori di mutazioni che causano FSD.  
D'altra parte, la tendenza del fibrinogeno mutato ad accumularsi 
all'interno del reticolo endoplasmatico potrebbe dipendere anche, in 
alcuni pazienti, dalla presenza di concomitanti difetti delle proteine di 
degradazione che predispongono alla malattia da accumulo nel 
reticolo endoplasmatico come dimostrato anche per il deficit dell'α1- 
antitripsina, in questo caso solo una frazione di omozigoti per la 
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cosiddetta mutazione Z (ɣ 342GluLys) possono sviluppare danno 
epatico(63).  
Per quanto riguarda i fibrinogeni mutati, la loro clearance, su lievito, è 
stata dimostrata dipendere sia dalle proteine di degradazione ER-
associate sia dall’autofagia(64),(65).  
La recente descrizione dell’efficacia della carbamazepina (un 
trattamento anticonvulsivante conosciuto per aumentare l’autofagia) 
nella normalizzazione dei livelli di ALT in due pazienti con FSD, 
focalizzati appositamente sul pathway autofagico come principale 
responsabile della degradazione del fibrinogeno mutante nell'uomo, ha 
aperto la strada per un trattamento farmacologico per l’FSD(40),(66).  
 
1.6 Laboratorio di genetica 
 
Una diagnosi clinica di afibrinogenemia o disfibrinogenemia ci dice 
solo che nel sangue del paziente la molecola del fibrinogeno è 
praticamente assente o poco rappresentata; non sappiamo tuttavia 
quale difetto genetico sia presente nei tre geni del fibrinogeno. Per 
individuare con precisione il problema è necessario uno studio sul 
DNA per individuare la sequenza di DNA che codifica per questa 
proteina (nel nostro caso, i tre geni del fibrinogeno) e alla ricerca della 
presenza di mutazioni. Per far questo, dobbiamo letteralmente 
“leggere” la sequenza del DNA che codifica per i tre geni del 
fibrinogeno nel paziente e confrontarla con la sequenza di riferimento 
di un individuo sano. Una volta individuate le alterazioni genetiche, 
possiamo valutare quali possano esserne le conseguenze a livello 
della proteina. Questo “percorso” è tuttavia possibile, solo se è noto il 
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gene la cui alterazione causa la malattia genetica in esame. In questo 
caso è possibile sequenziare il gene alla ricerca della mutazione 
patogenetica. 
Se invece il gene–malattia, che determina la malattia genetica in 
esame, non è noto, questo “percorso” non è applicabile(67),(68). 
 
Le operazioni da svolgere in laboratorio per ottenere questo risultato 
sono molte e consistono in: 
• estrazione del DNA da un tessuto del paziente, di solito il 
sangue; 
• amplificazione del DNA che consiste nell’amplificare in modo 
selettivo il DNA codificante i tre geni del fibrinogeno tramite la 
tecnica della PCR; 
• sequenziamento del DNA: una volta ottenuti i vari frammenti di 
DNA amplificati tramite la PCR, si esegue la “reazione di 
sequenza”. Il sequenziatore automatico restituisce le sequenze 
di DNA, lette in forma digitale, come elettroferogrammi, vale a 
dire una serie di picchi di quattro colori diversi, uno per ciascuna 
delle quattro basi del DNA; 
• analisi al computer degli elettroferogrammi: per verificare se 
ci siano mutazioni nelle sequenze geniche è necessario 
confrontarle con altre depositate nelle banche dati che fanno da 
riferimento; 
• allineamento delle sequenze nucleotidiche: per allineare le 
due sequenze, quella del paziente e quella di riferimento, si 
usano programmi specifici, come Sequence Navigator; 
• predizione degli effetti della mutazione. Una volta individuate 
le differenze fra le due sequenze nucleotidiche (quella del 
paziente e quella di un individuo sano) è necessario valutarne gli 
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effetti a livello della proteina, in quanto i vari tipi di mutazione 
possono avere effetti molto diversi. 
 
1.7 Esami di laboratorio 
 
Nella disfibrinogenemia si possono avere difetti nel distacco dei 
fibrino-peptidi o difetti nella polimerizzazione. In questo disturbo il 
tempo di tromboplastina parziale attivato (aPTT) e il tempo di 
protrombina (PT) sono variamente alterati, ma potrebbero anche non 
esserlo affatto(10). Dato che APTT e PT potrebbero risultare nella 
norma è importante ricorrere anche alla valutazione di un altro 
parametro che è il tempo di trombina (TT): si tratta del tempo in cui il 
sangue coagula dopo l’aggiunta di una quantità standard di 
trombina(69). 
 
In questo modo si studia la reazione di trasformazione di fibrinogeno in 
fibrina, si tratta di un test specifico. Il tempo normale è di 18-20 sec, 
nel caso in cui il paziente sia affetto da disfibrinogenemia il tempo di 
trombina sarà allungato. A volte la disfibrinogenemia si caratterizza 
per manifestazioni trombotiche dovute al fatto che la fibrina formata 
non è suscettibile all’attacco proteolitico.  
Il fibrinogeno è solitamente prescritto con altri esami di laboratorio. 
Questo esame consente di valutare la capacità coagulativa del 
sangue. Il fibrinogeno può essere d’aiuto nell’approfondimento 
diagnostico in presenza di valori allungati del tempo di protrombina 
(PT) e/o del tempo di tromboplastina parziale attivata (aPTT), in 
soggetti con episodi emorragici prolungati o inspiegabili. L’esame può 
essere anche richiesto come ausilio diagnostico nella coagulazione 
intravascolare disseminata (CID), in associazione a PT, aPTT, conta 
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piastrinica e D-dimero oppure essere richiesto in associazione ad altri 
fattori della coagulazione nel sospetto di un deficit qualitativo o 
quantitativo ereditario. Un intervallo di riferimento univoco non è 
disponibile per questa analisi. Infatti, i valori di riferimento possono 
differire tra laboratorio e laboratorio poiché dipendono da molti fattori, 
tra i quali l’età del paziente, il sesso, la popolazione di riferimento, i 
metodi analitici. Il referto di ciascun laboratorio dovrebbe fornire 
intervalli di riferimento specifici per ogni analita. 
 
I livelli di fibrinogeno riflettono la capacità e l’attività emostatica 
dell’organismo. Livelli ridotti di fibrinogeno possono ridurre la capacità 
di formare un coagulo stabile. La riduzione acuta del fibrinogeno è 
spesso dovuta ad un aumentato consumo, come accade nella 
coagulazione intravascolare disseminata (CID) e, più raramente, nel 
corso di alcune neoplasie in fase avanzata. In queste situazioni 
avviene inizialmente un largo consumo di fattori della coagulazione, 
con anomala formazione di coaguli (trombi), cui segue la comparsa di 
sanguinamento per la progressiva diminuzione dei livelli.  
 
Pur in presenza di anomalie qualitative del fibrinogeno è possibile 
ottenere con alcuni metodi di laboratorio valori normali, i quali 
solitamente riflettono una normale coagulazione. Questa condizione si 
verifica in caso di disfibrinogenemia che determina la produzione di 
una proteina anomala. Di fronte a segni clinici indicativi di anomalie 
qualitative del fibrinogeno, è indicata l’esecuzione di altri esami di 
approfondimento diagnostico (valutazione del fibrinogeno 
immunologico) per meglio caratterizzare la natura del difetto(70). 
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1.8 Clinica 
 
Dagli studi fatti sulle manifestazioni cliniche di pazienti con 
disfibrinogenemia(71) è risultato che la maggior parte sono clinicamente 
silenti senza storia di sanguinamento o di trombosi (55%), altri hanno 
mostrato una tendenza al sanguinamento (25%) e altri ancora una 
predisposizione alla trombosi(72), con o senza sanguinamento (20%), è 
interessante notare che il 27% dei pazienti che hanno avuto un evento 
trombotico hanno anche una storia di sanguinamenti(69),(73). 
L’identificazione delle singole mutazioni ha permesso di individuare 
l’esistenza di un nesso tra genetica e clinica.  
Nell’afibrinogenemia e nell’ipofibrinogenemia l’elemento più importante 
è sicuramente il sanguinamento(39). 
 
• L’afibrinogenemia si associa ad una diatesi emorragica di gravità 
variabile: si possono avere lunghi periodi asintomatici, emorragie 
spontanee ma anche gravi episodi emorragici tali da mettere in 
pericolo la vita del paziente(74).  
La malattia si evidenzia clinicamente con sanguinamenti del 
cordone ombelicale, epistassi, emartri, emorragie 
gastrointestinali, menorragie, emorragie dopo traumi e interventi 
chirurgici e, raramente, emorragie intracraniche(74), molto spesso 
i genitori si recano dal medico perché notano che la cicatrice 
ombelicale continua a sanguinare e fatica a cicatrizzare, nelle 
donne affette da afibrinogenemia è spesso osservata 
poliabortività(75) (Tabella 2). I dati sull’incidenza delle singole 
manifestazioni cliniche sono stati ottenuti, prevalentemente, 
dall’osservazione  di due gruppi di persone: uno Iraniano e uno 
Israeliano(76). 
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Nella serie Iraniana sono stati analizzati 55 pazienti con 
afibrinogenemia(76). Le manifestazioni cliniche evidenziate con 
maggiore frequenza erano il sanguinamento dal cordone 
ombelicale e le emorragie mucose; le emorragie muscolari e gli 
emartri erano molto meno frequenti rispetto ai pazienti con 
emofilia(10). In questa serie sono riportati 3 casi di emorragie 
intracraniche. 
La seconda serie ha analizzato 72 pazienti(76) ed ha confermato 
l’elevata incidenza di sanguinamento dal cordone ombelicale e a 
livello intracranico, sono stati evidenziati casi di sanguinamenti 
intraddominali(10). Altre serie minori hanno confermato la minore 
frequenza di sanguinamenti muscolo-scheletrici e la presenza di 
un discreto numero di emorragie intraddominali da rottura 
splenica (Tabella 3).  
(Tabella 2) 
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 (Tabella 3) 
 
• L’ipofibrinogenemia si caratterizza per l’aumentata tendenza al 
sanguinamento simile al quadro clinico dell’afibrinogenemia(77) 
che tuttavia appare meno grave e correlato, nella maggior parte 
dei casi, a procedure invasive. I pazienti ipofibrinogenemici sono 
di solito portatori eterozigoti di mutazioni del gene del fibrinogeno 
e sono per la maggior parte asintomatici. Anche 
nell’ipofibrinogenemia sono segnalati aborti ricorrenti e 
sanguinamenti pre e post-parto. 
• Il fenotipo clinico della disfibrinogenemia non e prevedibile, per 
questa patologia la maggior  parte della letteratura è costituita da 
studi incentrati sulla ricerca dell’alterazione genetica con scarsa 
attenzione alla clinica. 
Apparentemente il genotipo della malattia è correlato con le 
manifestazioni cliniche e il fenotipo clinico è difficilmente 
predicibile. 
In una serie di oltre 250 pazienti(10):  
o 53% era asintomatico 
o 26% presentava sintomi emorragici 
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o 21% aveva sintomi correlati ad eventi trombotici.  
 
Sono stati segnalati sanguinamenti a seguito di chirurgia, estrazioni 
dentarie o parto. Emorragie del cordone ombelicale, dei tessuti molli o 
a livello del sistema nervoso centrale sono associate a livelli più bassi 
di fibrinogeno. I pazienti possono anche sperimentare ritardo nella 
cicatrizzazione delle ferite. Alcuni difetti molecolari sono 
inequivocabilmente associati con la trombosi. 
 
1.9 Conseguenze della mutazione del gene che codifica 
per la catena gamma del fibrinogeno (FGG) 
 
La malattia da accumulo di fibrinogeno (FSD) è una rara malattia 
ereditaria autosomica dominante caratterizzata da ipofibrinogenemia e 
accumulo di fibrinogeno all'interno del reticolo endoplasmatico 
epatocellulare (ER)(56),(78).  
Al momento si conoscono 5 mutazioni del gene FGG responsabili 
dell'aggregazione proteica, della ritenzione di fibrinogeno nel reticolo 
endoplasmatico epatocellulare e della conseguente ipofibrinogenemia. 
Negli individui eterozigoti sono stati identificati fino ad oggi: 
• fibrinogeno Aguadilla (ɣ 375ArgTrp)(66)  
• fibrinogeno AI DuPont (ɣ 314ThrPro)(35) 
• fibrinogeno Angers (ɣ delGVYYQ346-350) 
• fibrinogeno Belgrado (ɣ366GlySer)* 
• fibrinogeno Brescia (ɣ 284GlyArg)(33) 
 (*descritta recentemente) 
 
La mutazioni ɣ 366GlySer, recentemente identificata, è una 
sostituzione non conservativa di aminoacidi che coinvolge residui 
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altamente conservati che si trovano nel dominio globulare C-terminale 
della catena ɣ (residui ɣ 148-411) dove tutte le mutazioni dell’FSD 
finora identificate si trovano (Figura 12C). In particolare, la sostituzione 
ɣ 316AspAsn può essere assimilata alla mutazione Al du Pont (ɣ 
314ThrPro), Asp316 interagisce direttamente con il residuo Thr 
mutato in Al du Pont attraverso un legame idrogeno (Figura 12A e 
12B).  A causa della carica negativa del gruppo carbossilico di Asp è 
normalmente considerata come variante particolarmente forte del 
legame idrogeno. Asp316 è implicata anche in altri due legami 
idrogeno con Trp208 (Figura 12B), la sostituzione di Asp con Asn  
responsabile della rottura o indebolimento di questi legami idrogeno a 
causa della perdita del gruppo carbossilico. Inoltre, il residuo 316 è 
esposto sulla superficie della proteina e il cambiamento della carica di 
Asp con quella di Asn cambierà anche la carica di questa regione. 
La sostituzione ɣ 366GlySer è assimilabile alle mutazioni Aguadilla 
(ɣ 375ArTrp)(79) e Angers (ɣ del346-350)(33),(80), il residuo Gly366 è 
completamente nascosto in una tasca idrofobica, sostituendo la glicina 
con la serina, un residuo ingombrante e polare, si perturbano  le 
interazioni (van der Waals) e di conseguenza i legami idrogeno, 
coinvolgendo i residui interessati dalle mutazioni Angers e Aguadilla 
(Figura 12A e 12C). 
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(Figura 12A)  
 
L’immagine rappresenta il modulo ɣ del fibrinogeno (da PBD-ID: 
1FZA). L’anomalo β filamento (residui ɣ381-390) è inserito all’interno 
del β foglietto antiparallelo nel dominio centrale del modulo ɣ è 
rappresentato in grigio scuro. La posizione di Asp316 è rappresentata 
in nero.         
 
 
 
(Figura 12B) 
 
Rappresentazione di ɣ 316AspAsn. Il residuo 316 è esposto sulla 
superficie della proteina. Sostituendo la carica di Asn con quella di Asp 
si verifica una variazione elettrostatica della regione in questione. La 
sostituzione di Asp316 (tracciata in bianco) con Asn (traccia nera) 
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causa la rottura dei legami H con Trh314 e con la catena principale di 
Trp208. 
 
 
 
(Figura 12C) 
 
 
 
Il residuo di glicina (Gly366) è completamente nascosto in una tasca 
idrofobica. Sostituendo la Gly con la Ser, un residuo più ingombrante e 
polare, viene ad essere alterato il ripiegamento della proteina 
interferendo con i residui dei siti di mutazione “Angers” e “Aguadilla”. 
Le figure sono state ottenute usando PyMOl E Foldx. 
Le aggregazioni di fibrinogeno sono visibili come piccoli globuli 
grossolani debolmente eosinofili alla colorazione con ematossilina-
eosina (H&E). Utilizzando la microscopia elettronica a trasmissione 
(TEM) le aggregazioni, stoccate all’interno del RE, potrebbero essere 
paragonate alla forma delle “impronte digitali”(Figura 13).  
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(Figura 13) Sezione di tessuto epatico. 
A. setti fibrosi porto-portali e noduli parenchimali (colorazione di van Gieson; 
ingrandimento originale 100X) B. la maggior parte degli epatociti contiene inclusioni 
eosinofile rotondeggianti o poligonali, in alcuni casi circondate da un alone chiaro (frecce) 
(colorazione con ematossilina eosina; ingrandimento originale 400X) C. colorazione per 
l’immunoperossidasi con anticorpi anti-fibrinogeno, le frecce indicano i nuclei degli 
epatociti; ingrandimento originale 400X. D. microfotografia elettronica che mostra le 
inclusioni a forma di “impronta digitale”. L’ingrandimento mostra una porzione di epatocita 
con le cisterne del RER dilatate riempite con le strutture tubulari del fibrinogeno; 
ingrandimento originale 21,300X. 
 
Il meccanismo dell’autofagia selettiva degrada le proteine aggregate, 
mal ripiegate o gli organelli danneggiati tramite sequestro nel 
citoplasma e successiva degradazione lisosomiale(65),(81). 
L’FSD si traduce in una vasta gamma di lesioni al fegato: da lievi a 
gravi con precoci alterazioni del parenchima epatico che portano a 
quadri di cirrosi nell’adulto(34),(82). 
L’FSD appartiene ai disturbi di accumulo di fibrinogeno nel reticolo 
endoplasmatico ruvido, un gruppo di errori congeniti del metabolismo 
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con alterazione delle proteine secretorie,  accumulo epatico e deficit 
plasmatico di queste proteine(83). 
L’accumulo negli epatociti è il risultato di anomalie molecolari 
geneticamente determinate che ostacolano la traslocazione di queste 
proteine anomale dal reticolo endoplasmatico ruvido a quello liscio. 
L’accumulo di proteine mutate predispone allo sviluppo del danno 
cronico del fegato.  
Tra le malattie da accumulo del reticolo endoplasmatico c’è anche il 
deficit dell’α1-antitripsina (AAT) che è uno dei più comuni disordini 
genetici causa di malattia epatica nei bambini. 
Come nell’FSD, il deficit dell’allele Z (PI*Z) nella Serpina1, che codifica 
per l’inibitore della serina proteasi AAT, provoca stoccaggio della 
proteina mutante nel reticolo endoplasmatico e porta ad una vasta 
gamma di danni epatici: da un danno minimo alla cirrosi nella fase 
finale della malattia. 
I fattori genetici e ambientali che predispongono alcuni individui con 
deficit dell’dell’α1-antitripsina (AAT) al danno epatico, risparmiando 
altri, sono sconosciuti. Similarmente, la suscettibilità di ogni paziente 
con FSD alla progressione del danno epatico potrebbe essere 
determinato da diversi fattori; i radicali liberi ossidativi hanno mostrato 
di avere un ruolo importante nello sviluppo del danno epatico nei 
soggetti con deficit AAT(84). 
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1.10 Complicanze 
 
1.10.1 afibrinogenemia e ipofibrinogenemia 
 
• Trombosi 
Paradossalmente, per un disturbo associato ad una diatesi 
emorragica, almeno il 4% dei pazienti possono sviluppare un 
evento trombotico non correlato alla terapia sostituiva o ad altri 
fattori di rischio cardiovascolare noti. Sono noti 2 casi(10) (in una 
serie di 55 pazienti) di cui una gangrena ischemica in una 
15enne e una trombosi dei seni venosi cerebrali in un bambino 
di 5 anni. Il meccanismo trombotico resta per il momento oscuro. 
Nel tempo alcuni casi riportati nella letteratura sono stati 
riclassificati come disfibrinogenemie, rendendo inesatta 
incidenza delle trombosi in questa malattia poco chiara. 
 
• Emorragie 
I pazienti possono avere sanguinamenti post-chirurgici, post-
partum o successivamente ad avulsione dentaria. La presenza di 
sanguinamenti nei tessuti molli, dal cordone ombelicale ed 
intracranici si associano a livelli funzionali di fibrinogeno più 
bassi. Inoltre possono essere presenti ritardi di cicatrizzazione 
delle ferite e deiscenze post-chirurgiche(10). 
 
• Gravidanza: 
Sia l’ipo- che l’a-fibrinogenemia si associano ad aborti ricorrenti 
ed emorragie antepartum e post-partum. Dallo studio di una 
serie di 13 gravidanze in 6 donne, sono stati riportati 7 aborti alla 
VI-VII settimana di gestazione. Questo dato e i dati sperimentali 
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nella cavia suggeriscono come il fibrinogeno abbia un ruolo 
importante nell’impianto dell’embrione(10). 
 
1.10.2 disfibrinogenemia 
 
• Trombosi 
Sono noti 51 eventi trombotici in 26 pazienti con 
disfibrinogenemia. Ad oggi 26 mutazioni sono considerate 
associate ad un fenotipo clinico trombotico.  
L’associazione deve essere definita dai seguenti criteri: 
 difetto molecolare noto 
  trombosi in età precoce in 2 o più membri della  famiglia 
  assenza di ulteriori fattori di rischio cardiovascolare 
  l’alterazione molecolare deve causare un analogo 
fenotipo clinico in una seconda famiglia.  
Nei 26 pazienti affetti da disfibrinogenemia la diatesi trombotica 
si è manifestata come trombosi venosa profonda (TVP), come 
tromboflebite e come embolia polmonare in giovane età 
(mediana 32 anni).  
Il rischio di un evento trombotico aumenta con la presenza di 
ulteriori fattori di rischio noti e le trombosi arteriose sono più rare 
degli eventi trombotici venosi. Sono infine riportati casi di necrosi 
cutanea in associazione con la mutazione in omozigosi del 
“Fibrinogeno Marburg”. 
Alla nascita devono essere evitate tutte quelle manovre che 
pongono il nascituro a rischio di complicanze emorragiche data 
la natura autosomica dominante della malattia. I dosaggi dei 
fattori alla nascita hanno un’interpretazione difficoltosa per la 
presenza di fisiologiche anomalie coagulative(10). 
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• Gravidanza 
I dati sulle complicanze in corso di gravidanza e nel post-partum 
si basano sul database di “International Society of Thrombosis 
and Haemostasis” che ha raccolto i dati di 15 donne. 
Nel post-partum le donne affette da disfibrinogenemia hanno un 
aumentato rischio di sviluppare una trombosi venosa profonda (7 
su 58 gravidanze). 
Appare evidente un aumento del rischio di aborti spontanei 
precoci (24 aborti su 58 gravidanze, mediana VII settimana). 
Sembra aumentato anche il rischio di sanguinamento post-
partum ed intrapartum, sia che il parto venga eseguito per via 
vaginale sia con taglio cesareo. Il rischio emorragico è elevato 
anche per l’anestesia epidurale.  
La gravità della diatesi emorragica non sembra correlata ai livelli 
del fattore carente o al tempo di trombina, anche se pazienti con 
livelli funzionali indosabili sembrano avere una maggiore 
propensione alle complicanze emorragiche ed agli aborti 
spontanei (24 aborti su 58 gravidanze). 
 
1.11 Diagnosi 
 
• Afibrinogenemia 
Il quadro laboratoristico evidenzia: 
1. Marcato prolungamento del PT (tempo di protrombina), aPTT 
(tempo di tromboplastina parziale attivata) e TT (tempo di 
trombina) 
2. Prolungamento del tempo di emorragia 
3. Dosaggio del fibrinogeno: negativo sia con metodica      
funzionale (metodica di Clauss)(85) sia antigenica. 
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• Ipofibrinogenemia 
Prolungamento dei test di base della coagulazione, variabili in 
relazione ai livelli di fibrinogeno, si osserva una riduzione concorde 
tra determinazione del fibrinogeno con test immunologico e 
funzionale. 
    È importante escludere le cause acquisite. 
 
• Disfibrinogenemia 
1. Il TT (approfondimento 1) è il test funzionale di maggiore 
sensibilità. In genere appare prolungato, anche se in rari casi 
può essere normale o accorciato. 
2. È importante escludere un’interferenza del test con i prodotti 
di degradazione del fibrinogeno, con le paraproteine o con 
l’eparina. 
3. La conferma del deficit si ha con il test di Reptilasi 
(approfondimento 2) che nella maggior parte dei casi è 
prolungato. 
4. PT e aPTT possono essere prolungati a seconda della 
sensibilità dei reagenti utilizzati. 
5. Il test funzionale secondo Clauss(75) (approfondimento 3) 
evidenzierà la presenza di ridotti livelli di fibrinogeno. 
 
La diagnosi definitiva viene posta solo con la definizione del difetto 
molecolare. Molte forme di disfibrinogenemia sono autosomiche 
dominanti per cui lo studio familiare può consentire di escludere la 
diagnosi di una forma secondaria. 
La gestione dei pazienti con disfibrinogenemia che hanno 
un’espressività clinica con ipercoagulabilità deve prevedere la 
ricerca delle condizioni congenite e acquisite di trombofilia. 
46 
 
 Approfondimento 1: Tempo di Trombina 
Il Tempo di Trombina (TT) viene indagato per riconoscere le 
anomalie che riguardano la reazione trombina-fibrinogeno. Il 
tempo di trombina misura il tempo impiegato dal plasma a 
coagulare quando al campione di sangue in esame viene 
aggiunto un eccesso di trombina. L'aggiunta al campione di un 
eccesso di trombina fa sì che il test sia sensibile unicamente alla 
variabile fibrinogeno. Il deficit di fibrinogeno può essere distinto 
dalla presenza di un inibitore ripetendo la misurazione del TT 
dopo aver aggiunto una piccola quantità di plasma normale al 
plasma del paziente. 
 
 
Approfondimento 2: Tempo di Reptilase 
Il Tempo di Reptilase (RT) è un esame del sangue utilizzato per 
rilevare la carenza o le anomalie del fibrinogeno(86),(87), in 
particolare nei casi di contaminazione con eparina.  
La reptilase è un enzima presente nel veleno dei serpenti 
Bothrops, ha un'attività simile a quella della trombina ma, 
diversamente da essa, la reptilase è resistente all’inibizione da 
parte dell’antitrombina III. Così, il tempo di reptilase non si 
prolunga in campioni di sangue contenenti eparina, irudina o 
inibitori diretti della trombina, il tempo di trombina sarà prolungato 
in questi campioni.  La reptilase differisce dalla trombina anche 
nella scissione del fibrinogeno in quanto rilascia il fibrinopeptide A 
ma non il B. 
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 Approfondimento 3: Metodo di Clauss 
Il metodo di Clauss è basato sulla coagulazione del plasma 
trattato con citrato di sodio in presenza di un eccesso di trombina. 
In questo caso il tempo di coagulazione dipende esclusivamente 
dal contenuto di fibrinogeno nel campione in esame(75). 
 
 
1.11.1 Diagnosi differenziale 
 
Ogni volta che un paziente arriva con problemi della coagulazione, sia 
in senso emorragico che trombotico, è fondamentale indagare bene il 
problema per capirne la causa, evitare il ripetersi dell’episodio, evitare 
le complicanze e iniziare un eventuale trattamento. 
Nel caso in cui il paziente mostri segni di sanguinamento anomalo, 
spontaneo o causato da traumi non significativi, è fondamentale 
mettere in diagnosi differenziale tutte quelle malattie che potrebbero 
essere la causa di questo problema. Si deve indagare 
l’ipofibrinogenemia e l’afibrinogenemia, i deficit congeniti dei fattori 
della coagulazione (fattori II, V, VII, X, XI, VIII, IX e XII) e il deficit 
acquisito di fibrinogeno che potrebbe essere causato da una 
coaugulopatia da consumo o da un’insufficienza epatica.  
In caso di trombosi, la diagnosi differenziale si pone anche con la 
trombofilia congenita o acquisita (deficit di antitrombina III, deficit delle 
proteine C e S, mutazione del fattore V Leiden e lupus anticoagulant).  
Per quanto riguarda l'afibrinogenemia è possibile la diagnosi prenatale 
della malattia se sono già state identificate nella famiglia le mutazioni 
patogenetiche(75). 
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Iter diagnostico per la disfibrinogenemia(9) 
  
(Figura 15)Algoritmo diagnostico per la disfibrinogenemia.  
*Frequentemente normale, occasionalmente basso.  
**Il più delle volte basso ma può essere normale. 
L’attività può essere alterata se i prodotti di degradazione della fibrina sono elevati. 
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1.12 Terapia 
 
Per la terapia è molto importante valutare la clinica del paziente che 
abbiamo di fronte, è importante sapere che livelli di fibrinogeno inferiori 
a 0.5 g/l si associano ad un significativo rischio di complicanze 
emorragiche. 
 
• Disfibrinogenemia 
La malattia da accumulo epatico di fibrinogeno e quella da deficit di α-
1-antitripsina condividono una patogenesi simile: l'accumulo di 
proteine mal ripiegate all'interno del RE e lo sviluppo della malattia 
epatica fibrotica progressiva(40),(88),.  
Nonostante non ci sia una terapia specifica per i bambini con deficit di 
AAT, l’uso dell’acido ursodesossicolico ha determinato  un significativo 
miglioramento del quadro clinico e dei test di funzionalità epatica in 
alcuni bambini con moderato danno epatico(89).  
In modelli murini con deficit di α-1-antitripsina è stato visto che il 
trattamento con la carbamazepina (CBZ) determina una riduzione 
della fibrosi epatica e del danno epatocellulare causato dalle proteine 
aggregate(40),(90). 
Possibili meccanismi che spiegano un effetto favorevole del 
trattamento possono essere correlati ad alcuni effetti antiossidanti 
specifici dei farmaci utilizzati, questo effetto è stato dimostrato per 
l'acido ursodesossicolico che riduce lo stress ossidativo del reticolo 
endoplasmatico secondario all'accumulo di proteine mal ripiegate(88).  
Un ruolo fondamentale è svolto dall’autofagia che partecipa alla 
degradazione degli aggregati mutati di fibrinogeno che si accumulano 
nel reticolo endoplasmatico nella FSD(1), studi fatti sulla vitamina E 
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hanno dimostrato un importante ruolo nel migliorare l’autogafia negli 
epatociti di ratto(91). 
Un'opzione alternativa, ma altrettanto interessante, potrebbe essere 
che l’FSD vada incontro spontaneamente alla normalizzazione dei 
danni al fegato e alla riduzione della fibrosi epatica. Poiché studi 
controllati non sono realizzabili in tali malattie rare e considerando la 
sicurezza del trattamento con acido ursodesossicolico è consigliato il 
suo utilizzo  nei bambini con FSD con evidenza di danni al fegato(66). 
 
Per la disfibrinogenemia ci sono pochi dati sulla gestione dei 
sanguinamenti. Peraltro il fibrinogeno anomalo che viene prodotto 
potrebbe interferire con il fibrinogeno infuso e potrebbe interferire con i 
dosaggi del laboratorio, per questo motivo aumentare i valori 
plasmatici ad oltre 1 g/l potrebbe non essere sufficiente a gestire 
l’emorragia. 
 
Tenendo in considerazione queste limitazioni, il dosaggio del 
fibrinogeno da infondere deve essere tale da aumentare i valori del 
fibrinogeno dosato di 1 g/l oltre la baseline e comunque tale dosaggio 
deve essere adattato al quadro clinico del paziente, il dosaggio del 
fattore deve essere oltre 1g/l fino a completa cicatrizzazione della 
ferita(92). 
 
Prodotti alternativi quali la colla di fibrina e gli antifibrinolitici possono 
essere utilizzati per la gestione delle emorragie minori(92).  
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• Ipofibrinogenemia e afibrinogenemia 
- La terapia sostitutiva di prima scelta per i pazienti con 
afibrinogenemia consiste nella somministrazione di concentrati di 
fibrinogeno, i vantaggi rispetto alla somministrazione di plasma 
fresco congelato (PFC) sono: 
1. inattivazione virale, 
2. minore volume di infusione, 
3. minore rischio di reazioni anafilattiche(93). 
- I crioprecipitati non devono essere utilizzati poiché non viene 
fatta l’inattivazione virale, andrebbe utilizzato solo in emergenza 
ed in assenza di una valida alternativa. 
- Il plasma fresco congelato (PFC). 
- La colla di fibrina: il suo utilizzo è ristretto al trattamento delle 
emorragie locali (avulsioni dentarie). 
- L’acido tranexamico: questo presidio è riservato al trattamento 
ed alla profilassi delle emorragie muco-cutanee, il suo utilizzo 
deve richiedere una attenta valutazione del paziente perché 
aumenta il rischio di complicanze trombotiche(93). 
La somministrazione profilattica dei concentrati di fibrinogeno nelle 
prime fasi della gravidanza può prevenire gli aborti spontanei ricorrenti 
anche se la malattia può complicarsi con un'emorragia intracranica in 
grado di mettere a rischio la vita del paziente, la prognosi della ipo- e 
della afibronogenemia è di solito buona, se la diagnosi è precoce e il 
trattamento è adeguato (75). 
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2. Lo studio 
 
2.1 Scopo dello studio 
 
L’obiettivo del nostro lavoro è stato quello di descrivere due casi di 
FSD in due pazienti con ipofibrinogenemia che sono giunti alla nostra 
attenzione. 
 
Descriviamo i casi di due bambini in cui è stata riscontrata 
ipofibrinogenemia e persistente alterazione della funzionalità epatica. Il 
nostro studio riporta l'identificazione di una nuova mutazione del gene 
FGG (ɣ 316AspAsn) che porta a ipofibrinogenemia e FSD e 
l’identificazione di un nuovo caso di FSD causato da una mutazione 
già conosciuta (ɣ 375ArgTrp, “Fibrinogeno Aguadilla”). 
È importante sottolineare l'importanza delle varianti missenso nella 
parte C-terminale della catena ɣ del fibrinogeno nel conferire 
suscettibilità all’aggregazione del fibrinogeno negli epatociti. I nostri 
dati confermano che un accurato esame del quadro clinico in pazienti 
con ipofibrinogenemia e livelli alterati degli enzimi epatici o di altri 
fattori di rischio, tra cui il verificarsi di condizioni pro-infiammatorie 
croniche o acute, dovrebbe portare al sospetto di FSD con possibili 
implicazioni per la terapia, in particolare alla luce della recente 
proposta di trattamento nel migliorare l’autofagia. 
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2.2 Materiali e metodi 
Lo screening per le mutazioni dei geni del fibrinogeno è stata 
effettuata mediante sequenziamento diretto del DNA. 
L'impatto delle mutazioni, identificate sulla struttura del fibrinogeno, è 
stato studiato su di un modello molecolare in silicone. L’istologia 
epatica è stata valutata mediante la microscopia ottica, la microscopia 
elettronica e l’immunocitochimica. 
Questo studio è stato approvato dai Comitati Etici locali ed è stato 
eseguito secondo la Dichiarazione di Helsinki e la legislazione italiana 
in materia di dati sensibili. 
Il consenso informato firmato per le analisi molecolari è stato ottenuto 
da tutti i partecipanti e dai genitori dei due soggetti di età inferiore ai 18 
anni, che hanno anche approvato tutte le procedure. 
Lo screening mutazionale è stato effettuato da sangue periferico con 
un estrattore di DNA automatizzato (Maxwell 16 System; Promega, 
Madison, WI, USA).  
• Per la bambina con la mutazione ɣ 316 AspAsn (caso clinico N
°1) il DNA genomico (10 ng) è stato amplificato utilizzando la 
PCR (polymerase chain reaction) con l’utilizzo di primers senso e 
antisenso disegnati sulla base delle sequenze note dei geni del 
fibrinogeno (numeri di adesione GenBank M64982, M64983, 
M10014, U36478 e AF229198), i campioni sono stati analizzati 
presso il Dipartimento di Biologia e Genetica per le Scienze 
Mediche dell'Università degli Studi di Milano coordinato dal Prof. 
Stefano Duga(25). Il sequenziamento diretto dei frammenti 
amplificati è stato eseguito, su entrambi i filamenti, mediante la 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v.1.1 e
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un analizzatore genetico automatizzato ABI-3130 XL DNA 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Il software “Variant 
Reporter (Applied Biosystems)” è stato utilizzato per 
l'identificazione della mutazione. 
• Per il bambino con la mutazione ɣ 375 ArgTrp (“Fibrinogeno
Aguadilla” ; caso clinico N°2) il DNA genomico è stato estratto
dal sangue periferico e gli esoni codificanti del gene FGG
(MIM*134850) sono stati amplificati usando dei primers
oligonucleotidici e 30 cicli di PCR a 94°C – 55°C - 72°C per 30
secondi seguiti da un’esposizione di 7 minuti a 72°C. I prodotti
della PCR sono stati purificati usando MinElute Spin Columns
(QUIAGEN, Hilden, Germany) e il sequenziamento, su entrambi i
filamenti, è stato eseguito mediante BigDye 3.1 e un analizzatore
genetico automatizzato ABI-377 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Lo screening per la mutazione c.1201CT in
posizione nucleotidica 9136 (fibrinogeno Aguadilla) è stato fatto
con la PCR basata sull’uso dell’endonucleasi MspI (Roche
Diagnostic, Hamburg, Germany).
I campioni epatici, ottenuti da biopsie epatiche, sono  stati fissati in 
formalina e inclusi in paraffina. Le sezioni istologiche sono state 
sottoposte alla microscopia ottica dopo essere state colorate con 
ematossilina-eosina (H&E), con una colorazione istochimica specifica 
per il ferro e con PAS-D (acido periodico di Schiff diastasi). Le sezioni 
incluse in paraffina sono state deparaffinate, reidratate, trattate con 
tampone citrato per il recupero dell'antigene e poi messe in 
incubazione (Ventana Benchmark XT, Roche, Basilea, Svizzera) o con 
anticorpo policlonale di coniglio 1:4000 anti fibrinogeno umano (Dako 
A / S, Glostrup, Denmark) o con anticorpo policlonale di coniglio 
1:40.000 anti α1-antitripsina umana (Dako). 
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2.2.1 Test di coagulazione 
La concentrazione del fibrinogeno nel plasma è stata determinata da 
un test funzionale basato sul tempo di polimerizzazione della fibrina 
(Laboratoire Stago, Asnieres, Francia) ed è stato sviluppato un test 
enzimatico immunologico specifico (range normale per entrambi i test: 
160-400 mg/dL). Tutti gli altri parametri ematologici sono stati misurati 
secondo procedure standard di laboratorio. 
2.2.2 Modelli molecolari 
Gli effetti delle mutazioni ɣ 316AspAsn e ɣ 375ArgTrp sulla catena 
ɣ del fibrinogeno sono stati esaminati utilizzando le coordinate della 
struttura del frammento D (PDB 1FZA; scaricati dal sito 
http://www.pdb.org)(16). L'analisi è stata effettuata utilizzando  foldX 
plugin per il programma Yet Another Scientific Artificial Reality 
Application (YASARA)(94). I dati sono stati ottenuti utilizzando PyMOL 
(Delano Scientific, San Carlos, CA, USA; http://www.pymol.org). 
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2.3 Casi clinici 
2.3.1 Caso clinico N°1 
Bambina di 4 anni, unigenita. Ipofibrinogenemia nella madre e nel 
nonno materno senza apparente evidenza di danno epatico, cugina di 
II° celiaca. La bambina non ha mostrato alcun segno o sintomo fino ai 
17 mesi quando compare anoressia, scarsa crescita, distensione 
addominale e successivamente diarrea. Allo screening per la celiachia 
(1 anno e 7 mesi) risultano positivi gli EMA (anticorpi anti endomisio) e 
gli aTTG IgA (anticorpi IgA anti transglutaminasi), nello stesso 
controllo vengono riscontrati anomali valori degli enzimi epatici e ɣGT 
nella norma. La bambina viene messa a dieta priva di glutine con 
miglioramento dei sintomi, alla dieta fa seguito un periodo di un mese 
in cui viene reintrodotto il glutine con ricomparsa della diarrea. All’età 
di 1 anno e 9 mesi esegue una biopsia duodenale che mostra una 
atrofia della mucosa di grado III (secondo la classificazione di Marsh) 
con conferma di elevati valori di AST e ALT. Nei controlli successivi si 
confermano valori aumentati degli enzimi epatici con negatività per 
ANA (anticorpi anti-nucleo) e LKM (anticorpi anti microsoma di fegato 
e rene) e riscontro di moderata epatomegalia omogenea di 
consistenza aumentata senza splenomegalia (Tabella4). 
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AST ALT GGT EMA aTTG ANA LKM 
1 anno e 7 
mesi 
2.5 X N 4 X N N + + 
1 anno e 9 
mesi 
2 X N 3 X N N + + 
2 anni e 3 
mesi 
1.5 X N 4 X N N + +/- - - 
2 anni e 7 
mesi 
1.5 X N 4 X N N + - - - 
2 anni e 10 
mesi 
2 X N 4 X N N - - - - 
(Tabella 4) (-) Negativo, (+) Positivo 
Durante un controllo  fatto all’età di 3 anni sono stati confermati gli 
elevati valori delle transaminasi, lo screening della coagulazione ha 
rivelato che il tempo di tromboplastina parziale attivata (aPTT) era 
leggermente allungato (∼34 secondi) e che i livelli di fibrinogeno 
valutati con metodo funzionale e immunologico erano ridotti (136 
mg/dL e 117 mg/dL, rispettivamente). Tuttavia, i genitori non hanno 
riferito nessun problema di sanguinamento insolito nella bambina. La 
madre e il nonno del probando avevano inoltre i livelli di fibrinogeno 
plasmatico ridotti ma senza segni o sintomi di una malattia epatica 
cronica né di qualsiasi problema di sanguinamento. Nello stesso 
controllo dei 3 anni è stata eseguita una biopsia epatica che ha 
mostrato lieve fibrosi degli spazi portali, epatociti con alterazioni 
citoplasmatiche per presenza di steatosi microvescicolare e presenza 
di piccole inclusioni globulari e strutture aghiformi negative alle 
colorazioni di PAS-D e ferro, non rifrangenti alla luce polarizzata né 
autofluorescenti. (Figura 16A). Tutte le inclusioni citoplasmatiche degli 
epatociti erano fortemente immunoreattive agli anticorpi anti-
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fibrinogeno, i nuclei e gli altri tipi di cellule sono rimaste non 
evidenziate (Figura 16 B,C,D,E). 
L’incubazione con l’anticorpo anti-α1-antitripsina è risultato negativo in 
tutti gli epatociti. Gli epatociti mostravano numerose, deboli inclusioni 
citoplasmatiche elettron-dense che, ad alto ingrandimento, formavano 
un pattern fibrillare, tubolare tipo “impronte digitali” (Figura 16F). Le 
inclusioni sono riconducibili all’accumulo di fibrinogeno nel reticolo 
endoplasmatico dilatato. 
 
 
(Figura 16A e 16C) 
Sezione istologica colorata con ematossilina e eosina, le frecce indicano gli irregolari e 
globulari accumuli citoplasmatici.  
 
 
(Figura 16B e 16D) 
Inclusioni citoplasmatiche negli epatociti fortemente immunoreattivi agli anticorpi umani 
anti fibrinogeno. 
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(Figura 16E)  
Ingrandimento della razione anticorpale mediata da anticorpi anti fibrinogeno negli 
epatociti, le frecce indicano le inclusioni citoplasmatiche. 
 
 
 
(Figura 16F)  
Ultrastruttura di un epatocita con numerose e irregolari inclusioni rotondeggianti, scala del 
riquadro=2µm, il quadrato in alto a sinistra è un ingrandimento del box a destra che 
mostra la struttura fibrillare e tubulare delle inclusioni, scala dell’ingrandimento=500nm. 
 
In conclusione lo screening molecolare della bambina ha rivelato la 
presenza di una nuova mutazione eterozigote (M10014.1:c.1024G>A) 
nell'esone 8 del FGG che porta alla mutazione missenso ɣ 
316AspAsn (ɣ 342AspAsn, secondo la numerazione della proteina 
nativa) (Figura 17A). La stessa mutazione è stata trovata in stato di 
eterozigote anche nella madre del probando e nel nonno materno 
(Figura 17B). 
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(Figura 17A)  
Rappresentazione schematica del gene FGG che mostra la posizione della nuova 
mutazione e la corrispondente sequenza all’elettroferogramma. Gli esoni (disegnati 
approssimativamente in scala) e gli introni sono indicati, rispettivamente, con i quadrati e 
con le linee. Nell’ingrandimento dell’esone 8, la stella indica la posizione della nuova 
mutazione dello studio, le punte di freccia indicano altre mutazioni causa di FSD presenti 
in letteratura. Nell’ingrandimento dell’esone 9 è indicata la sede di un’altra mutazione, 
recentemente scoperta, denominata come “Fibrinogeno Beograd”. 
 
(Figura 17B)  
Sulla sinistra è rappresentato il pedigree della bambina dello studio, la freccia indica il 
probando. Na: non analizzato. Il pedigree di destra appartiene alla famiglia di un bambino 
serbo nel quale è stata scoperta una nuova mutazione. 
 
Dalle caratteristiche riscontrate nella bambina in esame e dal 
confronto con i casi noti in letteratura è evidente come questa 
mutazione sia responsabile dell’ipofibrinogenemia, dell’accumulo di 
fibrinogeno negli epatociti e del conseguente danno epatico. La nuova 
mutazione del gene FGG del fibrinogeno individuata può essere 
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aggiunta alle altre mutazioni già presenti in letteratura (Aguadilla, Al 
Du Pont, Angers, Belgrado e Brescia) come causa di FSD. 
Trattandosi del primo caso riscontrato non sono disponibili studi o 
trials riguardanti il trattamento o l’evoluzione a lungo termine. Nella 
bambina è stato iniziato un trattamento con acido ursodesossicolico e 
α-tocoferolo con riscontro di miglioramento del danno epatico. Non 
conoscendo con esattezza l’evoluzione a lungo termine è opportuno 
che i pazienti con tali patologie siano seguiti negli anni con controlli 
periodici per tenere sotto controllo l’eventuale evoluzione della malattia 
e l’efficacia del trattamento.  
 
2.3.2 Caso clinico N°2 (ɣ 375 ArgTrp) 
 
Descriviamo il caso di un bambino con ipofibrinogenemia e grave 
accumulo di fibrinogeno nel fegato e malattia cronica criptogenica, nel 
suo studio molecolare è stata identificata una mutazione de novo FGG 
Aguadilla (ɣ 375 ArgTrp). 
                                                                                                                
Bambino di 6 anni nato da genitori lontanamente consanguinei con 
una sorella di 5 anni in apparente buona salute e nonno paterno con 
cirrosi epatica criptogenetica. All’età di 3 anni c’è stato un riscontro 
occasionale di piccole ecchimosi agli avambracci e dagli esami 
ematochimici eseguiti la bilirubina totale, la conta dei globuli rossi, 
l’emoglobina e le piastrine erano nella norma, la sierologia per l’epatite 
A, B e C, per il virus Epstein-Barr, Cytomegalovirus e anticorpi erano 
negativi; alcuni esami erano risultati alterati (Tabella 5). 
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ESAMI ESEGUITI VALORI RISCONTRATI 
AST 3 X N (110 IU/L) 
ALT 7 X N (280 IU/L) 
ɣGT 2 X N (61 IU/L) 
CPK N 
EMA e anti-TTG Negativi 
Tempo di Quick Aumentato 
PTT Aumentato 42’’ 
PT 49% 
Fibrinogeno plasmatico (metodo di 
Clauss) 
57 mg/dl 
Acidi biliari 16,7 µmol/l 
(Tabella 5)   
Nell’anamnesi familiare non vi sono casi di coagulopatie o di malattie 
epatiche. 
A 4 anni il bambino era clinicamente asintomatico e cresceva bene ma 
dagli esami di laboratorio venne riscontrata una persistente 
ipofibrinogenemia (43 mg/dl), un leggero aumento del tempo di 
protrombina (PT) 65%, PTT 38’’ e valori degli enzimi epatici alterati 
AST 106 UI/L ALT 144 UI/L. In previsione dell’esecuzione della biopsia 
epatica, dato il persistere delle alterazioni enzimatiche, venivano 
somministrati 2g EV di fibrinogeno TIM3 Umano Immune con netto 
incremento dei valori di fibrinogenemia: fibrinogeno 263 mg/dl dopo 30 
minuti e 166 mg/dl dopo 18 ore dall’infusione. La biopsia mostrava 
un’alterazione della struttura epatica dovuta alla presenza di setti 
fibrosi porto-portali con nodularità parenchimali (Figura 18).  
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(Figura 18)  
La stragrande maggioranza degli epatociti mostrava inclusioni 
eosinofile nel citoplasma, le inclusioni, negative alla colorazione con il 
PAS, apparivano rotondeggianti o poligonali con margini irregolari a 
volte circondate da un alone chiaro (Figura 19, 20). 
(Figura 19) 
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(Figura 20) 
All’immunocolorazione le inclusioni erano positive esclusivamente e 
selettivamente per la colorazione per il fibrinogeno.  
Ultrastrutturalmente, queste inclusioni corrispondevano a cisterne 
dilatate del reticolo endoplasmatico ruvido degli epatociti e apparivano 
densamente riempite con strutture tubolari disposte in fasci curvi con 
aspetto ad "impronta digitale" (Figura 21).  
(Figura 21) 
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I valori alterati degli enzimi epatici sono rimasti tali nei due anni 
successivi di follow-up, durante tale periodo non si sono verificati 
ulteriori manifestazioni cliniche. 
Il caso presentato era piuttosto simile ad un report su un bambino dei 
caraibi presentato prima di questo e caratterizzato da una malattia 
cronica criptogenica del fegato, presentava ipofibrinogenemia e 
accumulo intraepatico di fibrinogeno con inclusioni tipo “impronta 
digitale”(34).  
In conclusione, l’analisi molecolare del gene che codifica per la catena 
gamma del fibrinogeno FGG aveva mostrato una mutazione 
eterozigote c.1201CT sull’esone 9 (fibrinogeno Aguadilla)(34) e lo 
studio sulla famiglia aveva dimostrato che si trattava di una mutazione 
de novo. 
Questo nostro nuovo caso conferma la patogenicità del fibrinogeno 
Aguadilla e sostiene l’utilità di ulteriori indagini, come la biopsia 
epatica, per l’approfondimento diagnostico della malattia. 
L’istopatologia e le caratteristiche ultrastrutturali associate al 
fibrinogeno Aguadilla sono analoghe a quelle che si osservano in 
un’altra mutazione in FGG: (ɣ 284GlyArg) “Fibrinogeno Brescia” (33); 
le due condizioni sembrano differire nella malattia epatica che sembra 
verificarsi nella prima infanzia solo con la mutazione Aguadilla(33),(80). In 
conclusione, l’identificazione di questo nuovo caso enfatizza 
l’associazione di un raro disordine con una malattia cronica 
criptogenica del fegato e  suggerisce che una ricerca specifica per la 
mutazione c.1201CT dovrebbe essere perseguita per identificare 
l'eziologia delle inclusioni all'interno degli epatociti 
nell’ipofibrinogenemia ad esordio infantile. Dalle indagini di laboratorio 
è stato dimostrato come il fegato sia l’organo maggiormente 
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interessato in questa particolare anomalia del fibrinogeno, la 
coagulazione è solo leggermente alterata.  
 
Nuove prospettive per il trattamento. 
 
Data la rarità della patologia non sono presenti molti trials o dati relativi 
al trattamento; in letteratura sono presenti dei casi di FSD che sono 
stati trattati con carbamazepina. Dai risultati dello studio è possibile 
notare come il trattamento porti ad una rapida normalizzazione dei 
livelli di ALT  e di AST ma nessun cambiamento significativo è stato 
dimostrato per i livelli di fibrinogeno e per l’INR. I livelli dei marker per 
apoptosi e necrosi (M30 e M65) sono risultati costantemente diminuiti 
durante il trattamento. Dallo studio sembra che l’efficacia del farmaco 
sia dovuta all’effetto sull’autofagia e che i rischi legati agli effetti 
collaterali siano compensati dai vantaggi di una possibile nuova 
opzione di trattamento per le malattie del fegato per FSD. Nel 
confronto diretto con la rapamicina, la carbamazepina ha mostrato una 
migliore efficacia(90). 
 
Dallo studio è evidente come i pazienti vadano incontro ad una rapida 
normalizzazione dei livelli sierici di amino-transferasi, in combinazione 
con il declino dei livelli di M30 e M65(95). Viene dimostrato anche come 
la carbamazepina sia in grado di migliorare la degradazione della 
proteina mutante solubile(90) ed è interessante notare che le dosi di 
farmaco, che sono state somministrate, sono sempre state al di sotto 
della finestra terapeutica raccomandata per la terapia 
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anticonvulsivante (6-12 mg/ml) e che tali dosaggi sono stati sufficienti 
a ridurre il danno epatico nei pazienti. 
Nonostante non ci sia una terapia specifica per i bambini con deficit di 
α1 antitripsina (AAT), l’acido ursodesossicolico ha mostrato un 
significativo miglioramento del quadro clinico e dei test di funzionalità 
epatica in alcuni bambini con moderato danno epatico(89). Inoltre i 
radicali liberi ossidativi hanno mostrato avere un ruolo importante nella 
promozione del danno epatico nei soggetti con deficit AAT(84). Date le 
numerose analogie tra i pazienti con FSD e quelli con deficit di AAT 
abbiamo deciso di trattare il nostro paziente con acido 
ursodesossicolico 20 mg/Kg/die e α-tocoferolo 14mg/Kg/die. 
Al momento dell’inizio del trattamento il bambino aveva 3 anni e 11 
mesi, buone condizioni di salute e fegato di consistenza aumentata 
palpabile al di sotto dell’arcata costale. Il trattamento è stato ben 
tollerato dal bambino senza effetti collaterali. Al controllo dell’anno 
successivo (4 anni e 11 mesi) fu dimostrato che il quadro clinico era 
nella norma, il fegato non era palpabile e non c’erano segni di danno 
epatico cronico. La valutazione biochimica mostrò una riduzione di 
AST e di ALT. Venne mantenuto lo stesso trattamento e fu 
programmata una visita dopo 12 mesi. Di nuovo il quadro clinico era 
normale, AST, ALT e acidi biliari sierici erano normali.  
Il bimbo è stato sottoposto ad un follow-up annuale per un totale di 89 
mesi durante i quali l’esame clinico e gli enzimi epatici erano nella 
norma. 
All’ultima visita all’età di 11 anni 4 mesi la rigidità epatica, misurata con 
con l’elastografia (fibroscan) mostrava risultati compatibili con 
l’assenza di fibrosi (3.7 kPa). 
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Questi risultati sono suggestivi ma è difficile dimostrare come il 
trattamento da noi proposto è stato responsabile di questa progressiva 
normalizzazione dei parametri clinici e biochimici. 
Possibili meccanismi che spiegano un effetto favorevole del 
trattamento possono essere correlati ad alcuni effetti antiossidanti 
specifici dei farmaci utilizzati(88). 
L’autofagia partecipa anche alla degradazione di aggregati mutati di 
fibrinogeno  che si accumulano nel reticolo endoplasmatico nella 
FSD(81) e la vitamina E ha dimostrato di migliorare l’autogafia negli 
epatociti di ratto(91). 
Un'opzione alternativa, ma altrettanto interessante potrebbe essere la 
progressione spontanea verso la normalizzazione dei danni al fegato e 
la riduzione della fibrosi epatica. Poiché studi controllati non sono 
realizzabili in tali malattie rare e considerando la sicurezza del 
trattamento di cui sopra, suggeriamo che questo trattamento possa 
essere proposto nei bambini con FSD con evidenza di danni al fegato.  
Altri dati presenti in letteratura confermano la normalizzazione della 
funzione epatica in FSD dopo trattamento con α-tocoferolo e acido 
ursodesossicolico(96).  
Il danno epatocellulare promuove la formazione di fibrosi attraverso 
l'attivazione delle cellule stellate o cellule di Ito(97), lo studio in vivo su 
topi transgenici ha mostrato una riduzione dei livelli dei marker di 
attivazione delle cellule stellate e marcata ridotta fibrosi negli animali 
trattati con carbamazepina(90).  
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Dai dati in letteratura e da quelli relativi al nostro paziente si può 
dedurre come il trattamento con i suddetti farmaci possa migliorare 
notevolmente la patologia epatica e la clinica del paziente. Nonostante 
i pochi dati a disposizione è chiaro come un lungo follow-up del 
paziente sia necessario per tenere sotto controllo la malattia e 
l’efficacia della terapia trattandosi di una patologia con una 
progressione lenta verso la fibrosi. 
 
2.4 Conclusioni  
 
I due pazienti pediatrici hanno attirato la nostra attenzione per gli 
anomali parametri di funzionalità epatica riscontrati durante i test di 
laboratorio per la ricerca della malattia celiaca, per la bambina e 
episodi di ecchimosi agli avambracci nel bambino; la bambina è 
risultata affetta da celiachia, malattia autoimmune multisistemica 
caratterizzata da infiammazione persistente della mucosa 
intestinale(98). La persistente elevazione egli enzimi epatici osservati ci 
ha portato ad esaminare ulteriormente questi casi. Dal 
sequenziamento diretto della porzione codificante dei geni del 
fibrinogeno sono state messe in evidenza due diverse mutazioni. Delle 
due mutazioni una era già conosciuta come mutazione “Fibrinogeno 
Aguadilla” (ɣ 375Arg→Trp) l’altra, invece, non era stata ancora 
riscontrata in nessun paziente e non c’erano dati in letteratura. Le 
mutazioni del fibrinogeno, per quanto riguarda la nomenclatura, 
vengono denominate in base alla città del paziente; per tale motivo la 
nuova mutazione è stata ufficialmente nominata come “Fibrinogeno 
Pisa” (ɣ Asp316Asn)(66). Entrambe le mutazioni erano presenti nello 
stato eterozigote e riguardavano i residui C terminali della catena 
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gamma del fibrinogeno. 
Le sezioni di fegato derivate da biopsie dei due pazienti sono state 
esaminate con analisi immunocitochimiche che hanno rivelato 
inclusioni citoplasmatiche negli epatociti e una immunoreattività agli 
anticorpi anti-fibrinogeno. 
Il nostro lavoro conferma fortemente che le mutazioni della catena 
gamma del fibrinogeno, tra i residui 284 e 375, causano FSD. Sulla 
base di un'analisi strutturale di tutte le mutazioni che causano FSD è 
stata notata una somiglianza con le mutazioni che portano a serpino-
patie, abbiamo anche indagato sul possibile meccanismo responsabile 
della polimerizzazione del fibrinogeno negli epatociti. 
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